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着重要的作用，它能够结合肌肉调节因子 myogenin 启动子上的 MEF3 位点，激
活转录，引起成肌细胞的分化。胚胎期、婴儿期和成体分离出的成肌细胞中均能
检测到同源异型蛋白 Arx 的表达，但是其在肌分化中的调控机制尚不清楚。 
本研究应用成肌细胞 C2C12 体外分化模型，系统研究了同源异型蛋白 Arx
通过其核质分布的变化调控 SIX1 的表达进而调节 C2C12 细胞分化的分子机制。
通过异核体细胞融合实验，我们首次发现并确定了 Arx 蛋白是一个核质穿梭蛋白。
在缺失突变实验中，推断出 A r x 具有出核功能的酸性氨基酸结构域 
（a.a. 200-250），应用蛋白质相互作用方法，初步确定了 CAS 是 Arx 的出核转
运受体。同时我们观察到内源 Arx 在 C21C2 细胞的分化中有出核现象，即未分
化细胞 Arx 主要分布在细胞核中，细胞分化时，Arx 主要分布在细胞质中，而 Arx
在 C2C12 分化中的表达量并没有变化。通过对 Arx 可能作用的且与成肌细胞分
化有关基因的启动子序列分析，我们推测 SIX1 基因可能是 Arx 结合的靶基因，
应用荧光素酶活性检测实验，凝胶迁移实验和染色质免疫共沉淀实验，证明 Arx
可以直接与 SIX1 启动子结合， 抑制 Six1 的表达。另外我们还发现在 C2C12 细
胞中，外源表达的 Arx 蛋白能够通过抑制 Six1 的表达阻止分化，并且 Arx 在缺
失出核信号的情况下，抑制作用更加明显。相反，Arx 同源异型结构域上 382 位
点突变由于不能与 SIX1 基因结合而失去转录抑制功能，细胞分化正常进行。本






















Homeoproteins are important transcription factors containing 
homeodomain which control many cellular processes including cell proliferation, 
differentiation and apoptosis.They are crucial for regulating formations of 
tissues and organs during embryonic development. They interact with the target 
genes through the homeodomain which forms Helix-turn-Helix structure, then 
modulate gene transcriptional activity. 
Muscle regulatory factors (MRFs) and myocyte enhancer factor-2 (MEF2) 
are important transcription factors during skeletal myogenesis. In addition to 
homeoproteins are also essential for skeletal muscle differentiation. 
Homeoprotein Six1 has key roles in myogenic cell fate, myoblast proliferation, 
muscle fiber formation and muscle fiber types. It can bind to the MEF3 site of 
the promoter of the muscle specific gene myogenin, then cause myoblast 
differentiation through activation of myogenin. Arx also express in the myoblast 
isolated from embryo, fetal and adult, however its function is unknown during 
differentiation. 
Our research is based on in vitro induced myoblast differentiation model 
C2C12. And we focus on the mechanism that Arx regulates C2C12 
differentiation through SIX1. We first find that Arx can shuttle between 
Heterokaryons, and we confirm the acidic domain of Arx as Nuclear Export 
Signals(NES) through deletion mutants, and CAS is the export receptor of Arx 
through GST pull down. Arx also can export nuclear during C2C12 
differentiation. For these reasons we analyze genes involved in muscle 
development which have Arx binding sites. As a result of bioimformatic  
analysis we target SIX1. We identify Arx can directly bind to SIX1 promoter by 
luciferase reporter assay, EMSA and ChIP. Ectopic Arx expression prevent 
C2C12 differentiation by inhibiting Six1 expression. Meanwhile we also test 
mutants of Arx: deletion of NES which is continuously in the nuclear will be 
strongly prevent differentiation; amino acid mutant of homeodomain which 
abolish the repression activity of Arx will be normal of differentiation.Our 
research first propose subcelluar localization of Arx affects differentiation.  
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背部部分的生皮节形成真皮，生肌节形成背部、身体和四肢的骨骼肌（图 1） [2]。 
 
 
图 1. 脊椎动物神经胚期中胚层主要谱系 
Figure 1. The major lineages of the amniote mesoderm at neurulastage embryo 




















来自神经管的因子、背部区域的 W n t 信号和腹部区域的低水平的 












图 2. 骨骼肌发生 
Figure 2. Skeletal myogenesis 
资料来源：Gilbert SF., 《Developmental Biology》，2000， 第 7 版 
 
肌肉调节因子（MRFs）是肌发生过程中 主要的转录因子，包括MyoD [5]，































用，包括Pax3，Pax7等 [20-22]。  
 











个保守的富含 60 个左右氨基酸的 DNA 结合结构域，被称为同源异型结构域
（Homeodomain，HD）[28]。 该结构域中 N 端形成臂结构，C 端形成三个 
α螺旋，其中 α螺旋Ⅰ与 α螺旋Ⅱ呈反向平行排列，α螺旋Ⅲ 几乎垂直横向置于
α螺旋Ⅰ与 α螺旋Ⅱ之上。α螺旋Ⅱ与 α螺旋Ⅲ 及其连接片段构成 α螺旋-转角- 
α螺旋结构 [29, 30]，N 端臂与 α螺旋Ⅲ 识别 DNA 的小沟与大沟，大部分同源
异型蛋白的识别序列都包含 5′-TAAT-3’ 的核心区 [31-33]（图 3）。同源异型蛋



















异性结构的特点，同源异型蛋白又可以分为 Prd，POU，LIM 和 HOX 等类型 [35]。 
 
 
图 3. Aritaless 蛋白同源异型结构域与 DNA 复合体的晶体结构 
Figure 3. Crystal Structure of Aristaless Homeodomain in complex with DNA 
资料来源：Miyazono et al., EMBO J, 2010 
 
1.3 Arx（Aristaless-related homeobox）蛋白 
1.3.1 Arx 蛋白的结构  
Arx 基因首次在斑马鱼和小鼠中鉴定出来，由于与果蝇中 aristaless 基因相
似而被称为 Arx 基因 [36]。小鼠中 Arx 基因定位于 X 染色体的 C3 区域，含有 5
个外显子，共编码 564 个氨基酸。Arx 基因在脑，胰腺，发育的睾丸，心脏和骨
骼肌中都能够检测到表达，它在机体发育中发挥着重要的功能 [36-39]。Arx 蛋
白含有许多重要的结构域，包括 paired/Q50 同源异型结构域（homeodomain， 
HD，a.a. 327-388)；氨基端的八肽结构域（octapeptide domain，OD，a.a. 27-34）；
无刺芒结构域（aristaless domain，AD，a.a. 529-544）；酸性结构域（acidic domain 
a.a. 223-254）；此外还有 4 个多聚丙氨酸结构（polyA ，a.a. 100-114、147-154、
274-283、434-442）；我们在前期的工作中发现并证明了其两个核定位信号




















1.3.2 Arx 蛋白的功能 
2002 年 Stromme 和 Bienvenu 研究小组在对 X 染色体连锁智力发育迟缓的
研究中发现 ARX 基因突变与此相关。他们发现 ARX 突变会引发西方综合症，婴
儿期癫痫，高度节律失调，Partington 综合症，肌肉痉挛，无脑回并发男性外生
殖器异常 [37, 41, 42]。目前总共发现了 32 种 Arx 蛋白的突变，根据突变类型可
以分成错义突变、无义突变、缺失、插入、重复，其中发生频率 高的突变是 polyA2




图 4. Arx 蛋白结构示意图 
Figure 4. Schematic of Arx functional domains 
OD 表示八肽结构，（A）表示多聚丙氨酸结构，HD 表示同源异型结构域，AD 表示无刺芒结
构， NLS1 和 NLS2 分别表示 2 个核定位信号，BC 表示碱性氨基酸簇。 
资料来源：Lin et al., J Biol Chem, 2009 
 
为了更好地研究 Arx 基因在脑发育中的功能，Kitamura 等利用与人类基因有
较高同源性的小鼠作为模型，构建了 Arx 基因敲除小鼠，用 LacZ 替换小鼠中 Arx
基因的 2 号外显子，他们发现在发育过程中大脑、丘脑皮层结构异常；嗅球发育
迟缓，层次紊乱；纹状体体积减小；第三脑室扩张以及海马发育不正常（尤其是
齿状脑回和 CA3 区域）[38]。Yoshihara 等的进一步的研究发现，MGE 区形成
的 GABA 能中间神经元往嗅球与皮层方向的迁移受到抑制，这可能是 Arx 蛋白突
变造成脑发育异常的原因 [47]。人类中 ARX 基因突变引起的肌肉痉挛也是由于
神经迁移异常造成的中间神经元缺失，这与老鼠模型相似，Kato 等将此称之为
是“中间神经元病理”的雏形 [48]。为了明确 Arx 在脑发育中的功能，Fulp 等
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